イメージサイトメーターを用いた膀胱移行上皮癌Grade 1の核内DNA量測定と再発についての検討 by 山本 真也
一　58　一
応医大誌　55（1）：58～64，1997
イメージサイトメーターを用いた膀胱移行上皮癌Grade　lの
　　　　　　　核内DNA量測定と再発についての検討
山　　本　　真　　也
東京医科大学泌尿器科学教室
（指導：三木　誠主任教授）
【要旨】イメージサイトメーターを用いて測定された，癌細胞核内DNA量が，膀胱移行上皮癌Grade　l
（TCC　G1）の膀胱内再発を予測する指標となりうるか，また従来から再発予測因子とされてきた病；期，腫瘍
径，腫瘍形態などに比し，再発予測能がすぐれているかなどを明らかにすべく検討した．
　過去9年間に当科で経尿道的膀胱腫瘍切除術（TUR－Bt）を施行した初発TCC　G1患者で1996年2月まで
15カ月以上追跡可能であった31例，34病巣を対象とした．通常のホルマリン固定パラフィン包埋組織切片
を用い，Feulgen反応により核染色した組織切片上で癌細胞核内DNA量を測定しploidy　patternを決定し
た．
　31例34病巣中，Diploid　patternは18例20病巣，　Non－diploid　patternは13例14病巣であり，　Diploid
群はNon－diploid群に比し再発率が低い傾向にあった．
　また従来の各因子に関し，膀胱内注入療法（以下膀注と略）の有無による再発率を検討したところ，Diploid
patternでのみ統計学的有意差を認め，　Diploid　patternを示し膀注を施行した14例中再発症例はなかった．
今回の結果よりTCC　G1に対するイメージサイトメーターを用いた癌細胞の核内DNA量測定は，再発の予
測および膀注の適応の新たな指標となり得る可能性が示唆された．
はじめに
　表在性膀胱癌は浸潤性膀胱癌に比し生命予後は良
好であるが，高率に再発することが問題であり，5年
以内に約半数例が膀胱内再発をきたす1）．再発を予
防するため経尿道的膀胱腫瘍切除術（TUR－Bt）施
行後に抗癌剤等の膀胱内注入療法（以下頭注と略）
がおこなわれている．しかし再発は完全には予防で
きず，また再発を予測することも困難である．その
ため，まず再発を予測できるなんらかの指標が必要
であり，それにより膀注等の後治療の適応も決定で
きると考えられる．今までに我々はイメージサイト
メーターを使用し，膀胱腫瘍の癌細胞核内DNA量
を測定し，同じgradeの中にもmalignant　potentiaI
の異なる腫瘍が存在することを報告してきた2）．そ
のことをもとに今回イメージサイトメーターにより
測定された癌細胞核内DNA量が再発を予測する指
標となり得るか否か，また従来再発の予測因子とさ
れてきた病期，腫瘍径，腫瘍形態などに比し再発予
測能が優れているかなどを明らかにすべく検討し
た．
対象と方法
　1986年4月から1995年3月までに，当科にて
TUR－Btを施行した初発膀胱移行上皮癌Grade　l
（TCC　G1）46例56病巣から採取した組織標本のう
ち，イメージサイトメーター一　CAS　200（Cell　Analy－
sis　System　200，　In．，　Lombard，　IL，　USA）で核内
DNA量測定が可能であり，かつ1996年2月まで追
跡可能であった31例34病巣を対象とした．31例の
性別は男性24例女性7例，年齢は40～81歳中央値
61歳であり，観察期間は7～115カ月中央値31カ月
であった．腫瘍のGradeおよび深達度は膀胱癌取扱
い規約3）に従い分類した．また再発は，TUR－Bt後
1996年12月19日受付，1997年1月21日受理
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3カ月以上を経て膀胱鏡検査にて腫瘍を認め，さら
に組織学的にもTCCと診断されたものと定義し
た．深達度はpTa　18例，　pT113例でつた．
　標本作製にあたっては，各病巣について代表的な
ブロックを選択し，5μmの厚さに薄切り，Feulgen
反応により核染色を行った．すなわち薄切した標本
を脱パラフィン，アルコール処理した後，5N塩酸で
60分間加水分解させた．専用の染色キット（Cell
Analysis　System，　In．，　Lombard，　IL，　USA）の試薬
を0．1N塩酸100　mlに溶解，染色液を作製し60分
間反応させ，同キット洗浄液を使用し洗浄した．1％
酸性アルコール処理した後，アルコール，キシレン
にて脱水しマウントした．なお標本作製のためのス
ライドは，対照のためのラット肝細胞が固定された
DNAキャリブレーションスライドを使用した．
　核内DNA量測定に際し，まずHE標本で癌細胞
を確認し，Feulgen反応により核染色された標本上
でそれに対応する病巣マーキングした．ついで顕微
鏡下にキャリブレーション用のラット肝細胞の核内
DNA量を測定，標準化した後，重なりのない癌細胞
のみを無作為に選択した．そしてそれらの核内
DNA量を測定し，カウントした．計測細胞数は1病
巣につき150個以上とした．
　ploidy　patternの判定は，　Greeneら4）の方法に準
じて行った．すなわちDNA　index　（癌細胞核内
DNA量のG。／G1ピークと正常細胞核内DNA量の
G。／G、ピークの比）が0．8～1．2で，その他に有意な
ピークを持たないものをDiploid，その他に有意な
ピークを持つものをNon－diploidと判定した．なお，
有意なピークは測定した全細胞数の14％以上を占
めるものとした．また，複数の病巣を有する症例で
は1病巣でもNon－diploidを示すものがあれば
Non－diploid　patternに分類し，有意差検定にはκ2
検定を使用した．
結 果
　1．Ploidy　pattern分類について
　TCC　G1の31例34病巣中，　Diploid　patternを示
したものは18例20病巣．58．7％であり，Non－
diploid　patternを示したものは13例14病巣，
41．3％であった．Diploid　patternとNon－diploid
patternを示した各代表例を示す．
　（症例1）
　58歳女性．主訴は無症候性肉眼的血尿．膀胱鏡検：
査にて後三角部に径約2cmの有茎，乳頭状腫瘍を
認めたため，TUR－Btを施行した．病理結果はTCC
GI　pTaであった．術後膀注療法は施行せず，78カ
月間膀胱内再発を認めていない．図1に腫瘍の
DNAヒストグラムを示す．　DNAヒストグラムは
2Nにmain　peakを有し，その他に有意なpeakを
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図1症例1．TCC　G　1，　pTa例のDNAヒストグラム
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13　：，
2Nにmain　peakを有し，その他に有意なpeakをもたないため，
Diploid　patternと判定した．
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図2症例2．TCC　G　1，　pT　1例のDNAヒストグラム
　　3Nにmain　peakを有しているため，　Non－diploid　patternと判定した．
持たないためDiploid　patternと判定した．
　（症例2）
　77歳男性．主訴は無症候性肉眼的血尿．膀胱鏡検
査にて後壁に門門2cmの有茎，乳頭状腫瘍を認め
たため，TUR－Btを施行した．病理結果はTCC　Gl
pT1であった．術後旧注療法は施行せず，外来にて
経過観察していたが29カ月後に左側壁に径1cm
大の有茎，乳頭状腫瘍の再発を認めた．図2に初発
時腫瘍のDNAヒストグラムを示す．　DNAヒスト
グラムは3Nにmain　peakを有しているためNon－
diploid　patternと判定した．
　2．ploidy　patternと非再発率
　TCC　G1の31例34病巣についてploidy　pattern
をDiploid　patternとNon－diploid　patternに大別
し，ploidy　patternによる非再発率を検討した．
　Kaplan－Meier法を使用したploidy　patternによ
る非再発率を図3に示す．Diploid群とNon－diploid
群との間に統計学的有意差はないもののDiploid群
の方が非再発率が高い傾向にあった．
　3．各種再発予測因子と再発率
　上記期間中TUR－Bt後再発予防のため二二療法
を施行したのは21例，施行しなかったのは10例で
あった．施行例はマイトマイシンC10　mgまたは塩
酸エピルビシン20mg膀注を2回／週で8回，つい
で1回／週で8回，1回／月で6回の合計22回注入を
原則とした．マイトマイシンC膀注，塩酸エピルビ
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図3Ploidy　patternによる非再発率
　　統計学的有意差はないがDiploid群の方が非再
　発率が高い傾向を認めた．
1（蓉
シン膀注，非膀注を順に割り振った．
　多数例でないことから，今回は前二者の膀注療法
群と非膀注療法群に分けて検討した．この2群につ
いてploidy　pattern，病期，腫瘍径，腫瘍形態など
の各種因子と再発率について検討した．表1はそれ
らをまとめたものである．
　Diploid　pattemを示し再発した症例は膀注療法
群では14例中1例もなく，非膀注療法群では4例中
2例，50％であった．一方，Non－diploid　patternを
示し再発した症例は膀注療法群7例中4例，57％，
非膀注療法群6例中4例．67％であった．
　病期pTaで再発した症例は膀注療法群10例中1
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表1各因子の膀注の有無による再発率
膀　注（＋） 膀　注（一）
N 再発 。／o N 再発 ％ P
Diploid
Non－diploid
pTa
pTl
〈1
11
乳頭状
非乳頭状
14
7
10
11
6
15
19
2
0
4
1
3
0
4
4
0
0
57
10
27
0
27
21
0
4
6
8
2
3
7
8
2
2
4
4
2
1
5
5
1
50
67
50
100
33
71
75
50
〈O．05
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
例，10％，非膀注療法群8例中4例，50％であり，
一方病期pT1で再発した症例は事々療法群11例中
3例，27％，非膀注療法群2例では2例とも再発し
た．
　腫瘍径1cm未満で再発した症例は膀注療法群で
は6下中1例もなく，非膀注療法群では3例中1例，
33％であった．一方腫瘍径1cm以上で再発した症
例は転注療法群15例中4例，27％，非割注療法群7
例中5例，71％であった．
　乳頭状腫瘍で再発した症例は秘曲療法群19例中
4例，21％，直心注療法群8例中5例，75％であり一
方，非乳頭状腫瘍で再発した症例は膀注療法群では
2例中1例もなく，非膀注療法群では2例中1例．
50％であった．
　以上よりすべての因子において非詳報療法群で再
発率が高い傾向にあったが，統計学的有意差を認め
た因子はDiploid　patternのみであった．（P＜0．05）
　4．再発症例について
　TCC　G1の31例中再発を認めたものは10例で，
初回再発までの期間は7～71カ月，再発回数は1回
が7例，2回が2例，3回が1例であった．
　再発した10例については腫瘍数，腫瘍径，腫瘍形
態，病期，ploidy　patternの各因子について検討し
た．10例中，腫瘍数が単発のものは8例，3個のも
のは1例，3個以上のものは1例であった．腫瘍径で
は1cm未満のものが1例，1～3　cmのものが7例，
3cm以上のものが2例であった．腫瘍形態では乳頭
状のものが9例，非乳頭状のものが1例，また病期
ではpTa　5例，　pT15例で，　ploidy　patternでは10
例中8例がNon－diploid　patternを示した．
考 察
　1．TCC　G1のNon・diploid　patternを示す頻度
　今回の結果ではTCC　G1でNon－diploid　pattern
を示したものは，31例，34病巣中13例，14病巣，
41．3％であった．イメージサイトメーターを使用し
た同様な報告が皆無に等しいため，今回の結果をす
べて認容するのは少々危険かと思うが，以前我々が
報告した結果をふまえるとTCC　G1のNon－diploid
patternを示す頻度は40～50％と考えられる2）．これ
は従来のフローサイトメーターを使用した報告と比
較するとどの報告よりも高い．Tingjueら5）は
17．9％，Hamanoら6）は25。6％であったと報告して
いる．このような差のでた原因は一つはイメージサ
イトメトリーとフローサイトメトリーという測定方
法の相違によるものがあげられる．つまりフローサ
イトメトリーによる核内DNA量測定では癌細胞と
正常細胞とを区別した測定は困難であり，実際の測
定で，かなりの正常細胞のDiploid　peakが含まれて
いることが考えられる2）7）．もう一つはDNAヒスト
グラムの解析の基準が確立されていないことであ
る．例えば有意なpeakとは何％以上なのかという
ことである．しかしイメージサイトメトリーにも測
定者の主観が入るなどの欠点もあることにより，今
後はフローサイトメトリーとイメージサイトメトリ
ーの使用の選択，測定方法の工夫等が課題である．
　2．ploidy　patternによる非再発率
　前述の如く，ploidy　patternによる非再発率によ
る検討では統計学的有意差はないもののDiploid群
がNon－diploid群に比し非再発率は高い傾向を示し
た．これはNon－diploid　patternを示す腫瘍が生物
学的悪性度が高いことを示している．従来のフロー
サイトメリーを使用した報告でも多くの報告でDi一
（4）
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ploid　patternを示す腫瘍はNon－diploid　patternを
示すものよりも予後が良好であり，予後因子となり
得ると結論している8）’”10）．一方，DNA　ploidy解析
は病理組織学的評価以上の予後因子としての情報を
もたらすものではないとする報告もある11）五2）．今回
の検討では原則的には一人の測定者，一人の病理医
により行われたため，信頼性のある結果と考えてい
るが，いずれにせよ症例数を増やし，長期観察が必
要であろう．
　3．各因子の膀注の有無による再発率
　ploidy　pattern，病期，腫瘍径，腫瘍形態の各因子
について一門の有無による再発率を検討した．Di－
ploid　pattern，　pTa，腫瘍径1cm未満，乳頭状腫瘍
すべての因子において四三二施行群で再発率が高い
傾向がみられた．中でもDiploid　patternを示したも
のは膀呼野14町中，再発したものは1例もなく，各
因子の中で唯一，統計学的有意差を認めた．これは
TCC　G1かつDiploid　patternの腫瘍は膀注が再発
予防に効果的であり，TUR－Bt施行後膀注を行え
ば，再発が予防できることを示している．逆にNon－
diploid　patternを示す腫瘍には膀注以外の後治療
や他の薬剤による膀注等を考慮する必要があると思
われた．Sarasinoら13）は表在性膀胱腫瘍のDiploid
群では17．8％に再発を認めたのに対し，Aneuploid
群では54．1％に再発を認め，Grade　1あるいはDi－
ploid　patternを示すものは術後膀注療法施行の有
無によって再発率に有意差がでたと報告している．
　4．再発症例について
　31例中10例に再発を認め，うちNon－diploid　pat・
ternを示したものは8例，80％であった．再発した
10例を従来から再発予後因子とされている腫瘍数，
腫瘍形態，腫瘍径，病期14）15）を組み合わせて検討す
ると，単発，乳頭状で腫瘍径1～3cmのものが4例，
腫瘍径が1cm未満のものが1例であった．この5
例のうち4例はNon－diploid　patternであり，これ
は従来からいわれている因子を組み合わせるだけで
の再発予測より，ploidy　patternを因子の一つとし
て加えることで，再発予測がより正確になることを
示している．
　以上より，TCC　G1に対するイメージサイトメー
ターを用いた癌細胞の核内DNA量測定は，再発予
測および膀注の適応の新たな指標となり得る可能性
が示唆された．さらに症例数を重ねその結果を，臨
床に反映できれば不必要な後治療を避け，また再発
検査のための通院間隔を延ばすことができるなどの
患者のQOLにも役立つと思われた．
結 論
1．初発TCC　G1，31例，34病巣に対し，イメージ
サイトメーター（CAS　200）を用い，癌細胞の核内
DNA量を測定した．その結果Diploid　patternを示
したものは18例，Non－diploid　patternを示したも
のは13例であった．
2．ploidy　patternによる非再発率では統計学的に
有意差はないものの，Diploid群の方が非再発率が
高い傾向にあった．
3．腫瘍数，腫瘍形態，病期，腫瘍径，ploidy　pattern
の各因子に関し，膀注の有無による再発率を検討し
たところ，Diploid　patternでのみ統計学的有意差を
認めた．
4．TCC　G1に対するイメージサイトメーター
（CAS　200）を用いた癌細胞の核内DNA量測定は，
再発の予測および興趣の適応の新たな指標となり得
る可能性が示唆された．
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Correlation　between　image　cytometric　DNA　analysis　pattern　in　Grade　1　transitional
　　　　　　　　　　　cell　carcinoma　of　the　urinary　bladder　and　tumor　recurrence
Shinya　YAMAMOTO
Department　of　Urology，　Tokyo　Medical　College
　　　　　　（Director：Prof．　Makoto　MIKI）
　　Image　cytometric　DNA　analysis　of　primary　Grade　1　transitional　cell　carcinoma　（TCC　G　I）　of　the
urinary　bladder　was　evaluated　to　determine　whether　the　DNA　ploidy　pattern　could　be　a　better　predictor
of　tumor　recurrence　than　the　classically　regarded　recurrence　predictors　of　tumor　stage，　size，　and　growth
pattern．
　　In　the　last　9　years，　34　specimens　were　obtained　by　transurethral　resection　of　bladder　tumor　（TUR－Bt）
from　31　patients．　Formalin－fixed，　paraffin－embedded　samples　were　stained　with　Feulgen．　Then，　nuclear
DNA　content　were　measured　by　an　image　cytometer　and　the　ploidy　pattern　was　determined　by　DNA
histogram．
　　A　diploid　pattern　was　recognized　in　18　cases　（20　specimens）　and　non－diploid　pattern　in　13cases　（14
specimens）．
　　The　diploid　pattern　group　had　a　lower　recurrence　rate　than　the　non－diploid　pattern　group．
　　Comparing　the　recurrence　rate　in　those　treated　（21　cases）　or　not　treated　（10　cases）　with　intravesical
prophylactic　chemotherapy，　diploid　pattern　was　the　only　statistically　significant　predictor　of　tumor
recurrence．　There　was　no　recurrence　in　any　of　the　14　cases　with　diploid　pattern　tumors　who　received
intravesical　prophylactic　chemotherapy　after　TUR－Bt。
　　These　results　suggested　that　image　cytometric　DNA　analysis　of　primary　TCC　GI　could　be　a　usefu1
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predictor　for　tumor　recurrence　and　it　would　be
intravesical　prophylactic　chemotherapy．
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a　helpfu1　factor in　deciding　on　the　indications　of
〈Key　words＞　lmage　cytometer，　Grade　1　transitional　cell　carcinoma，　Urinary　bladder，　Nuclear　DNA　content．
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